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Abstract of DE 10121903 (A1) 

The invention relates to a system, which can be 
used for measuring membrane permeation in 
substances. Said system comprises, essentially, 
porous particles with an inner surface formed within 
the pores, and another outer surface. Essentially, 
only the outer surface is fully covered by a lipid 
layer, said lipid layer extending over the openings of 
the pores on the outer surface. Preferably, an 
intermediate layer is arranged between the outer 
surface and the lipid layer. Said intermediate layer is 
embodied, more particularly, in the form a polymer 
network. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ System fur die Membranpermeationsmessung 

(57) Es wird ein System bereitgestellt, welches zu r Messung 
der Membranpermeation von Substanzen geeignet ist 
Dieses System besteht im wesentlichen aus porosen Par- 
tikeln mit einer innerhalb der Poren gebildeten inneren 
Oberflache und einer ubrigen aufceren Oberflache. Im we- 
sentlichen nur die auftere Oberflache ist von einer Lipid- 
schicht vollstandig bedeckt, wobei die Lipidschicht die 
Offnungen der Poren an der aufteren Oberflache uber- 
spannt. Bevorzugterweise befindetsich zwischen der au- 
fceren Oberflache und der Lipidschicht eine Zwischen- 
schicht, die insbesondere alsein Polymernetzwerk ausge- 
bildet ist. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft porose Partikel, die mit einer 
Lipidschicht umspannt sind, sowie die Verwendung dieser 
Partikel zur Messung der Membranpermeation von Substan- 
zen. 

[0002] In vielen Bereichen der Forschung ist es notwen- 
dig, die Membrangangigkeit verschiedener Substanzen zu 
charakterisieren, Das Verhalten in Bezug auf Membranen 
bzw. auf Lipide ist allgemein bei der Untersuchung von Bio- 
molekiilen, insbesondere von Peptiden oder Proteinen, ein 
wichtiger Aspekt. In ganz besonderem MaBe spielt die 
Membrangangigkeit von Substanzen in der pharmazeuti- 
schen Forschung bei der WirkstofHndung und Wirkstoffcha- 
rakterisierung eine groBe Rolle. Ein ganz entscheidender 
Punkt fur die Einsetzbarkeit eines Wirkstoffes im Bereich 
der Medizin ist, inwieweit dieser Wirkstoff in der Lage ist, 
Mernbranen zu durchdringen und so beispielsweise in das 
Innere von Zellen zu gelangen. Fur diesen Bereich, die soge- 
nannte Pharmakokinetik, werden schon seit langem geeig- 
nete Modellsysteme gesucht und erforscht Diese Modelle 
sollen es ermoglichen, die naturlichen Bedingungen im Or- 
ganismus beziiglich der dort auftretenden Membranen so- 
weit zu imitieren, daB anhand dieser Modellsysteme zuver- 
lassige Aussagen iiber die Membrangangigkeit der jeweili- 
gen Substanzen in vivo getroffen werden konnen. 
[0003] Die Permeation von S ubstanzen durch Membranen 
bzw. durch Lipidschichten beruht im wesentlichen auf pas- 
siven und aktiven Transportmechanismen. Fur den aktiven 
Transport sind verschiedene Elemente innerhalb der Mem- 
bran bzw. der Lipidschicht von entscheidender Bedeutung. 
Hierbei handelt es sich vor allem um Transportproteine, die 
den Durchtritt verschiedener Substanzen durch eine Mem- 
bran iiberhaupt erst ermoglichen. Wichtig in diesem Zusam- 
menhang sind auch Ionenkanale in Membranen, die im we- 35 
sentlichen auch von Proteinen gebildet sind, und welche den 
Durchtritt von Ionen ermoglichen und steuera. 
[0004J Die bisher etablierten Methoden zu einer experi™ 
mentellen Bestimmung der Permeation von Stoffen durch 
Membranen, insbesondere durch Biomembranen, konnen 40 
beziiglich der hierfur verwendeten Membranmorphologie in 
planare und spharisch gekriimmte Membransysteme unter- 
teilt werden. 

[0005] Die planaren Membransysteme sind zumeist an der 
Kontaktstelle zwischen zwei ansonsten vollig gelrennten, 45 
wassrigen Kompartimenten A und B angeordnet und erlau- 
ben die Messung des Durchgangs von Substanzen von 
Kompartiment A nach Kompartiment B durch herkommli- 
che Methoden. Zu diesen Membransystemen zahlen die 
"black lipids membranes" (BLM) (Wardak, A., Brodowski, so 
R., Krupa, Z., Gruszecki, W. L, (2000) Journal of Photoche- 
mistry and Photobiology B 56, 12-18), Membranen in Fil- 
terporen (Kansy, M., Sermer, F., Gubernator, K. (1998) 
Journal of Medicinal Chemistry 41, 1007 1010 und 
Schmidt, C, Mayer, M., Vogel, H., (2000) Angewandte 55 
Chemie Int. Edition 39, 3137-3140) sowie die Klasse der 
festkorperunterstiitzten Membranen (Cornell, B. A., 
Braach-Maksvyits, V. L., King, L. G., Osman, P. D., Raguse, 
B., Wiecorek, L., Pace, R. J., (1997) Nature 387, 580-583). 
Durch ihre Morphologie sind derartige Membransysteme 60 
fur biosensorische Anwendungen einsetzbar. Allerdings ist 
die GroBe des Kompartiments B bei den festkorperunter- 
stutzten Membranen im Vergleich zum Kompartiment A im 
allgemeinen sehr klein, wodurch eine Permeation von Stof- 
fen durch die Membran in Folge der begrenzten Aufnahme- 65 
kapazitat von Kompartiment. B beeinfluBt werden kann. 
[0006] Ein weiterer entscheidender Nachteil dieser plana- 
ren Membransysteme ist die insgesamt geringe Membran- 
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oberflache, die fur den StofFaustausch zwischen den beiden 
Kompartimenten A und B zur Verfiigung steht. Dies triffi in 
besonderem MaBe auf die sogenannten Patch-Clamp-Tech- 
niken zu, bei denen Bereiche mikroskopischer Dimension 
5 natiirlicher oder artifizieller Membranen iiber eine Pipetten- 
spitze gespannt werden und der Stoff bzw, Ionentransport 
elektrisch detektiert wird (Bordi, F., Cametti, C, Motta, A,, 
(2000) Journal of Physical Chemistry B, 104, 5318-5323). 
[0007] Aufgrund dieser Nachteile konnten planare Mem- 
10 bransysteme bisher hauptsachlich nur zur Detektion der Per- 
meation von Ionen durch Membranen sinnvoli genutzt wer- 
den. Lediglich planare Membranen in Filterporen konnten 
fiir die Messung der Permeation anderer Substanzen genutzt 
werden (Kansy, M., Sermer, R, Gubernator, K. (1998) Jour- 
15 nal of Medicinal Chemistry 41, 1007-1010). Ein generelles 
Problem dieser planaren Systeme ist jedoch immer die Un- 
definiertheit der jeweiligen Membranen bzw. Lipidschich- 
ten. Es ist hierbei nicht zu kontrollieren, ob es sich um bei- 
spielsweise eine Lipiddoppelschicht oder um sogenannte 
Multischichten handelt. Da derartige Permealionsmessun- 
gen durchgefuhrt werden, um Informationen iiber das Ver- 
halten von Substanzen unter naturlichen Bedingungen zu er- 
halten, ist es unverzichtbar, daB mit definierten Lipidschich- 
ten, also insbesondere mit. Lipiddoppelschichten, gearbeitet 
wird. Kann dies nicht gewahrleistet werden, sind zum einen 
keine reproduzierbaren Ergebnisse zu erreichen, und zum 
anderen haben derartige Ergebnisse wenig Aussagekrafl in 
Bezug auf Voraussagen iiber das Verhalten der Substanzen 
unter naturlichen Bedingungen. 

[0008] Zu den spharisch gekriimmten Membransystemen 
zahlen die sogenannten Liposomen oder Vesikel, die ein au- 
Beres Kompartiment A von einem inneren Kompartiment B 
abgrenzen. Dieses Kompartiment B befindet sich innerhalb 
der Liposomen bzw. Vesikel und befindet sich damit. auch 
innerhalb des Kompartiments A. Diese Systeme haben auf- 
grund ihrer koiloiden Dimensionen gegeniiber den planaren 
Systemen den Vorteil einer wesentlich groBeren Membran- 
grenzflache zwischen den Kompartimenten A und B, wo- 
durch insbesondere die Messung langsam permeierender 
Stoffe ermoglicht wird, AuBerdem kann hierdurch die Feh- 
lerrate von Einzelmembranmessungen drastisch gesenkt. 
werden. Permeationsmessungen mit diesen Systemen sind 
bisher unter Verwendung verschiedener Detektionsmetho- 
den beschrieben worden. Hierzu zahlt beispielsweise die 
Fluoreszenz (Sigler, A., Schubert, P., Hillen, W., Nieder- 
weis, M. T (2000) European Journal of Biochemistry 267, 
527-534), Radioakti vital sowie elektrische MeBmethoden 
(Hill, W. G., ZeideL, M. L., (2000) Journal of Biological 
Chemistry 275, 30176-30185). Diese Detektion smethoden 
konnen fiir eine zeitaufgeloste Detektion der stattfindenden 
Permeation genutzt werden. Permeationsmessungen an ein- 
zelnen Liposomen sind ebenfalls beschrieben (Olbrich, K., 
Rawicz, W„ Needham, D., Evans, E., (2000) Biophysical 
Journal 79, 321-327). Derartige Messungen sind jedoch 
technisch sehr aufwendig und fehleranfallig und daher nicht 
fur routinemaBige Messungen geeignet, 
[0009] Der generelle Nachteil der herkommlichen spha- 
risch gekriimmten Membransysteme ist ihre Instabilitat, 
welche zuverlassige und reproduzierbare Messungen, insbe- 
sondere im Rahmen von Reihenuntersuchungen, nahezu un- 
moglich macht. Weiterhin lassen sich die bekannten spha- 
risch gekriimmten Membransysteme beziiglich der GroBe 
und Zahl der Lipidschichten morphologisch nicht definie- 
ren. Die Liposomen und Vesikel, die in diesem Zusammen- 
hang genutzt werden, sind beziiglich der Morphologie viel- 
mehr ein Zufallsprodukt, so daB zuverlassige, reproduzier- 
bare Messungen im allgemeinen nicht moglich sind. 
[0010] Um das Problem der Instabilitat zu umgehen, 
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wurde vorgeschlagen, fur die Messung der Permeation mit 
Lipidmembranen beschichtete Hohlkugeln, die aus einem 
stabilen Netz hergestellt sind, zu verwenden (Moya, S., Do- 
nath, E., Sukhorukov, G. B., Auch, M., Baumler, H., Lich- 
tenfeld, H., Mohwald, H., (2000) Macromolecules 33, 5 
4538-4544). Hierdurch konnen relativ stabile Membransy- 
steme bereitgestellt werden. Allerdings sind diese beschich- 
teten Hohlkugeln nicht fur eine automatisierte Messung der 
Membranpermeation von Stoffen geeignet. Zum einen ist es 
hier nicht moglich, das Kompartiment B, also das Innere der 10 
Hohlkugeln, mit verschiedenen Funktionalitaten auszustat- 
ten, die eine Detektion der permeierenden Stoffe erleichtern 
wiirden. Andererseits weisen die beschichteten Hohlkugeln 
eine so geringe Dichte auf, daB eine Isolierung der Kugeln 
aus beispielsweise einer waBrigen Phase nur unter groBerem 15 
Aufwand moglich ist. Eine solche Abtrennung des Mem- 
bransystems ware fur eine schnelle und zuverlassige Ana- 
lyse der permeierten Substanzen eine Voraussetzung. 
[0011] Die Erfindung stellt sich dahcr die Aufgabe, ein 
Modellsystem fur Membranen, insbesondere fur native 20 
Membranen, bereitzustelien, mit welchem die Permeation 
von Substanzen durch Membranen bzw. Lipidschichten ana- 
lysiert werden kann, Hierbei sollen die Membranen bzw, die 
Lipidschichten so genau definiert. sein, daB zuverlassige und 
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnen. Weiter- 25 
hin soli das System stabil sein. Das System soil dariiber hin- 
aus solche Eigenschaften aufweisen, daB es fur automati- 
sierte Prozesse geeignet ist. SchlieBlich stellt sich die Erfin- 
dung die Aufgabe, ein Membransystem zu schaffen, wel- 
ches so flexibel ist, daB es den verschiedensten Versuchsbe- 30 
dingungen, insbesondere Detektion sverfahren, angepaBt 
werden kann. 

[0012] Diese Aufgabe wird gelost durch porose Partikel, 
wie sie in Anspruch 1 beschrieben sind. Bevorzugte Ausfiih- 
rungsformen dieser Partikel sind in der Anspruchen 2-16 35 
ausgefuhrt. Die Anspriiche 17-29 betreffen ein Verfahren 
zur Herstetlung der erfindungsgemaBen Partikel, Die An- 
spriiche 30-32 beschaftigen sich mit einem Verfahren zur 
Permeationsmessung von Substanzen unter Verwendung 
dieser Partikel. Die Anspriiche 33-35 betreffen die Verwen- 40 
dung der Partikel bzw. einen Kit zur Messung der Membran- 
permeation von Substanzen bzw. zur Untersuchung von 
Membrankomponenten. Der Wortlaut samtlicher Anspriiche 
wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt der Beschrei- 
bung gemacht. 45 
[0013] Die erfindungsgemaBen porosen Partikel weisen 
eine innerhalb ihrer Poren gebildete innere Oberflache und 
eine auBere Oberflache auf, die von der restlichen Oberfla- 
che gebildet wird. Diese Partikel sind dadurch gekennzeich- 
net, daB sie von einer Lipidschicht vollstandig bedeckt sind, 50 
wobei diese lipidschicht im wesentlichen die auBere Ober- 
flache der Partikel bedeckt und hierbei die Offhungen der 
Poren an der auBeren Oberflache iiberspannt. Die Lipid- 
schicht dringt also im wesentlichen nicht in die Poren ein. 
Hierdurch wird ein System geschaffen, welches ein Kom- 55 
partiment A auBerhalb der Partikel von einem Komparti- 
ment B innerhalb der Poren durch die Lipidschicht abtrennt. 
In Folge der Partikelstruktur des Systems handelt es sich 
hierbei um ein dispergierbares 2- Kompartiment- System. 
Dieses System ist in besonderer Weise fur die Membranper- 60 
meationsmessung geeignet. Um die Membranpermeation 
der Stoffe zu untersuchen, wird das System mit Fliissigkei- 
ten und den darin gelosten Stoffen in Kontakt gebracht. Die 
in den Fliissigkeiten gelosten Stoffe durchdringen in Abhan- 
gigkeit von ihren Membranpermeationseigenschaften die 65 
Lipidschicht und gelangen so in das Porenvolumen der Par- 
tikel. Nach dem Eintritt der Stoffe in das Porenvolumen 
konnen die permeierten Stoffe quantitativ analysiert wer- 



den, so daB auf diese Weise die Permeationskonstante der 
Stoffe bestimmt werden kann. Vorteilhafterweise um- 
schlieBt die Lipidschicht die aultere Oberflache der porosen 
Partikel im wesentlichen dicht. Dies ist notwendig, damit 
die zu analysierenden Substanzen nicht auf anderem Wege 
als uber die Membran in die Poren eindringen konnen. 
[0014] Bei der Lipidschicht, die die Partikel umspannt, 
handelt es sich vorzugsweise um eine Lipiddoppelschicht, 
Die Eigenschaften einer Lipiddoppelschicht kommen denen 
von nativen Membranen sehr nahe, so daB mit diesem erfin- 
dungsgemaBen System die naturlichen Bedingungen nach- 
empfunden werden konnen. Im Gegensatz zu herkommli- 
chen Systemen kann im erfindungsgemaBen System die 
Morphologie der Lipidschicht sehr genau kontrolliert wer- 
den. Es handelt sich also um ein exakt definiertes System, 
welches die Voraussetzung fur zuverlassige und reprodu- 
zierbare Versuchsergebnisse bildet. Von auBen entspricht 
das erfindungsgemaBe Partikelsystem in seiner Morpholo- 
gie und seiner Oberflachenbeschaffenhcit Liposomen bzw. 
Vesikeln, die herkommlicherweise fur Membranpermeati- 
onsmessungen verwendet werden. Neben anderen Vorteilen 
weist das erfindungsgemaBe System allerdings eine wesent- 
lich hohere Stabilitat als Liposomen oder Vesikel auf und ist 
daher wesendich besser fur Membran permeation smessun- 
gen geeignet. 

[0015] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung ist zwischen der Oberflache, insbesondere der 
auBeren Oberflache, der Partikel, und der Lipidschicht eine 
Zwischenschicht vorgesehen. Bei dieser Zwischenschicht 
handelt es sich vorzugsweise um ein Netzwerk. Die Zwi- 
schenschicht bedeckt die Partikel, ohne im wesentlichen in 
die Poren einzudringen. Sie dient vomehmlich dazu, einen 
Trager fur die Lipidschicht zu bilden, so daB die Lipid- 
schicht im wesentlichen nur die auBere Oberflache der Par- 
tikel bedeckt. Die Zwischenschicht ist so beschaffen, daB sie 
den diffusiven Transport von Losungsmittel, insbesondere 
Wasser, und den darin gelosten Stoffen im Vergleich zu der 
Lipidschicht nicht wesentlich behindert. Zusatzlich ist die 
Zwischenschicht vorzugsweise relativ fest auf der Oberfla- 
che der Partikel adsorbiert bzw. verankert, um eine entspre- 
chende Langzeitstabilitat der erfindungsgemaBen Partikel 
zu gewahrleisten. Vorzugsweise ist die Zwischenschicht 
derart beschaffen, daB sie Wasser oder ein anderes Losungs- 
mittel aufnehmen kann. Die hierdurch einstellbare Dicke der 
Zwischenschicht stellt einen gewissen Abstand zwischen 
der Partikeloberflache und der Lipidschicht her. Ein solcher 
Abstand ist im allgemeinen vorteilhaft, damit die dynami- 
schen und strukturellen Eigenschaften der Lipidschicht 
nicht durch die Nahe zur Partikeloberflache dominiert wer- 
den. 

[0016] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung besteht die Zwischenschicht zumindest teilweise aus 
mindestens einem Polymer. Hierbei sind Polymere aus orga- 
nischem Material besonders bevorzugt. Der Ausdruck Poly- 
mer umfaBt hier ebenfalls die Co-Polymere und die Block- 
Co-Polymcre. Vorteilhafterweise handelt es sich bei den Po- 
lymeren um relativ langkettige Molekule. Hierdurch wird 
gewahrleistet, daB die Polymere schon aus sterischen Griin- 
den die Offhungen der Poren in der auBeren Oberflache der 
Partikel uberspannen und im wesentlichen nicht in die Poren 
eindringen. Als Polymere sind Polyelektrolyte, insbeson- 
dere anionische Polyelektrolyte, Poly ampholyte, insbeson- 
dere Proteine, DNA und/oder RNA, und/oder Polyzwitterio- 
nen geeignet. 

[0017] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung ist das Polymer Polystyrolsulfonat (PSS), ins- 
besondere Natrium-Polystyrolsulfonat, unaVoderPolystyrol- 
co-Maieinsaureanhydrid (PSPMA). Auch diese Materialien 
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sind erfindungsgemaB sehr geeignet, da sie aufgrund ihrer 
langkettigen Struktur im wesentlichen nicht in die Poren 
eindringen und die auBere Oberflache der Partikel mit einem 
Netzwerk umspannen. 

[0018] Weiterhin nehmen diese Polymere bis zu einem ge- 5 
wissen MaB Wasser und/oder andere Losungsmittel auf und 
gewahrleisten somit, daB ein gewisser Mindestabstand zwi- 
schen Partikeloberflache und Lipidschicht vorhanden ist, so 
daB die dynamischen Eigenschaften der Lipidschicht nicht 
behindert werden. 10 
[0019] Die Zwischenschicht kann aus einer Aufeinander- 
schichtung von verschiedenen Molekiilen bestehen, wobci 
die Molekule vorzugsweise miteinander wechselwirken. 
Bevorzugterweise ist die der Partikeloberflache am nachsten 
liegende Schicht durch Adsorption und/oder Chemiesorp- 15 
tion lixiert. 

[0020] Die Dichte bzw. die Maschenweite der Zwischen- 
schicht wird zum einen von dem gewahlten Material fur die 
Zwischenschicht beeinfiuBt Andererseits hangt sie von den 
gewahlten Herstellungsbedingungen der Zwischenschicht, 20 
insbesondere der Konzentration des Materials fur die Zwi- 
schenschicht, ab. Die Dichte bzw. die Maschenweite der 
Zwischenschicht wird vorzugsweise so gewahlt, daB die 
freie Diffusion der Stoffe nicht beeintrachtigt wird und daB 
die Tragerfunktion der Zwischenschicht gewahrleistet ist. 25 
Somit kann es bevorzugt sein, daB die Maschenweite relativ 
groB ist. Andererseits kann es auch vorteilhaft sein, die Ma- 
schenweite enger zu wahlen, so daB das gesamte System 
insgesamt stabiler ist Hierdurch wird beispieisweise eine 
hohere Druckbestandigkeit erreicht Dies kann im Hinblick 30 
auf das Arbeiten mit hoheren osmotischen Gradienten und/ 
oder im Zusarnmenhang mit Lager- und/oder Transported 
genschaften vorteilliaft sein. 

[0021] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
weisen die Poren der Partikel Substanzen auf und/oder sind 35 
insbesondere mit den Substanzen im wesentlichen gefullt 
Hierfur geeignete Substanzen bewirken keine wesentliche 
Einschrankung des diffusiven Transportes von StofFen in- 
nerhalb der Poren. Die Substanzen innerhalb der Poren er- 
fiillen eine gewisse Stiitzfunktion fur die Zwischenschicht 40 
und/oder die Lipidschicht. Das Material der Zwischen- 
schicht, insbesondere die Polymere, mussen die Poren in 
diesem Fall nicht ohne Unterstiitzung iiberspannen, Es kon- 
nen daher auch relativ kurzkettige Materi alien, insbesondere 
kurzkettige Polymere, fur die Herstellung der Zwischen- 45 
schicht geeignet sein. In einer besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform der Erlindung kann aufgrund der Stiitzfunk- 
tion der Substanzen innerhalb der Poren auf die Zwischen- 
schicht verzichtet werden, so daB die Lipidschicht direkt auf 
die auBere Oberflache der Partikel immobilisiert ist, wobei 50 
auch hier die Porenoffhungen an der auBeren Oberflache 
von der Lipidschicht iiberspannt sind. Die Ausfuhrungsform 
mit Substanzen innerhalb der Poren hat den entscheidenden 
Vorteil, daB die Druckbestandigkeit des Systems deutlich er- 
hoht sein kann. 55 
[0022] Bevorzugterweise handelt es sich bei den Substan- 
zen innerhalb der Poren urn Polymere, insbesondere um Po- 
lymere aus organischem Material. Hierbei umfassen die Po- 
lymere auch Co- Polymere und Block- Co-Poly mere. Beson- 
ders bevorzugt sind Polyelektrolyte, Poly ampholyte, insbe- 60 
sondere Proteine, DNA und/oder RNA, und/oder Polyzwit- 
terionen. Ganz besonders geeignet sind Fluoreszenzsonden 
und/oder Lumineszenzsonden, die fur die Detektion der per- 
meierten StofTe bei Durchfuhrung der Permeationsmessung 
genutzt werden konnen. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 65 
form der Erfindung sind die Substanzen innerhalb der Poren 
nicht wasserldslich und konnen somit als Matrix fur das Ein- 
bringen von weiteren hydrophoben Molekiilen in die Poren 
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dienen. Die Substanzen konnen durch Adsorption und/oder 
Chemisorption fixiert sein. Die Substanzen konnen weiter- 
hin eine chernische Bindung, die Adsorption oder den Ein- 
schluB weiterer Molekule ermoglichen. Bevorzugterweise 
weist die Zwischenschicht bzw. die Fullung der Poren wei- 
tere Molekule, insbesondere funktionelle Molekule, auf. 
[0023] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung ist die Oberflache, insbesondere die innere Oberflache, 
der Partikel modifiziert. Hierdurch kann beispieisweise eine 
insgesamt hydrophobe (passive) Oberflache bereitgestellt 
sein, die fur das Aufbringen von weiteren Molekiilen, insbe- 
sondere von Molekiilen mit hydrophoben Funktionalitaten, 
durch Adsorption und/oder chernische Verbindung geeignet 
ist Eine hydrophobe innere Oberflache kann beispieisweise 
durch das Aufbringen einer Silanschicht erreicht werden. 
Neben einer solchen Passivierung kann beispieisweise auch 
eine Aktivierung bevorzugt sein, wodurch die Oberflache 
derart vorbereitet wird, daB eine im wesentlichen gezielte 
chernische Reaktion mit anderen Molekiilen, beispieisweise 
mit Proteinen, moglich ist In einer solchen Ausfuhrungs- 
form kann die Oberflache beispieisweise mit Bromcyan mo- 
difiziert sein. In weiteren bevorzugten Ausfiihrungsformen 
ist die innere Oberflache mil Amino-, Epoxy-, Halogenyl- 
und/oder Thiogruppen modifiziert. Fur die Modifizierung 
werden beispieisweise Mercaptane und/oder Disulfide, ins- 
besondere Alkyldisulfide, eingesetzt. Besonders bevorzugte 
Beispiele sind N-(2-Aminoethyl)-3-Aminopropyllriinethox- 
ysilan (EDA), Polyethylenimin (PEI) und/oder Cysteamin, 
insbesondere Cysteaminhydrochlorid. 
[0024] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung weist die Oberflache, insbesondere die innere Oberfla- 
che, funktionelle Molekule auf. Diese funktionellen Mole- 
kule konnen unmittelbar mit der Oberflache der Partikel in- 
teragieren und so fixiert werden. Bevorzugterweise werden 
die funktionellen Molekule jedoch uber eine Wechselwir- 
kung mit einer modifizierten Oberflache fixiert. Dies hangt 
selbstverstandlich unter anderem von dem jeweiligen Mate- 
rial bzw. der Oberflache der Partikel und den aufzubringen- 
den funktionellen Molekulen ab. "Weiterhin konnen die 
funktionellen Molekule aufgrund von Wechselwirkungen 
mit der Zwischenschicht bzw. mit der Fullung der Poren fi- 
xiert sein. 

[0025] Durch die Verwendung von hydrophoben Funktio- 
nalitaten innerhalb der Partikel laBt sich erfindungsgemaB 
ein System realisieren, welches uber ein hydrophiles Kom- 
partiment A und iiber ein hydrophobes Kompartiment B 
verfiigt an dessen Grenzflache sich eine Lipidschicht. befin- 
det, die den Transport zwischen den unterschiedlichen 
Kompartimenten kontrolliert 

[0026] Bevorzugterweise handelt es sich bei den funktio- 
nellen Molekulen um Molekule, die im Zusarnmenhang mit 
der Detektion der permeierten Substanzen im Zuge der Per- 
meationsmessung stehen. Vorzugsweise sind die funktionel- 
len Molekule enzymatisch, optisch und/oder chemisch, ins- 
besondere photochemisch, aktive Molekule. Besonders be- 
vorzugt sind hierbei Molekule, die fur eine Fluoreszcnz- 
und/oder Lumineszenzdetektion der permeierten Stoffe ge- 
eignet sind. Ganz besonders bevorzugt ist hierbei die Detek- 
tionsmethode des resonanten Energietransfers, bei dem ein 
Fluoreszenzdonor- und ein Fluoreszenzakzeptormolekiil 
miteinander in Wechselwirkung treten. Hierfur wird entwe- 
der das Donor- oder das Akzeptormolekiil innerhalb der Par- 
tikel fixiert. Die zu analysierenden Stoffe stellen nun den 
entsprechenden Ruoreszenzpartner, also das Akzeptor- oder 
das Donormolekul dar. Nachdem die Stoffe in die Poren 
durch die Lipidschicht hindurch eingetreten sind, treten sie 
in Wechselwirkung mit dem jeweils anderen Partnermolekul 
und bewirken so ein Fluoreszenzsignal, welches analysiert 
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werden kann. 

[0027] Es ist keine Voraussetzung fur die Erfindung, daB 
ausschlieBlich die innere Oberflache der Partikei modifiziert 
und/oder funktionalisiert ist. Solite auch die auBere Oberfla- 
che der Partikei modifiziert bzw. funktionalisiert sein, so ist 5 
in jedem Fall gewahrleistet, daB bei der Permeationsmes- 
sung die zu analysierenden Stoffe zunachst die Lipidschicht 
durchqueren miissen, bevor sie mit diesen Funktionalitatcn 
in Wechselwirkung treten. 

[0028] Die Lipidschicht, die die porosen Partikei umgibt, 10 
kann in sehr groBem AusmaB variiert sein. Es sind im Prin- 
zip beliebige Zusammensetzungen der Schicht moglich, wo- 
bei die Schicht im wesentlichen aus amphiphilen Molekiilen 
besteht. Besonders bevorzugt ist eine Lipidschicht, die zu- 
mindest teilweise aus Lipiden, Lipidderivaten, lipidanalo- 15 
gen Substanzen und/oder aus nativen Membranen, insbe- 
sondere Plasmamembranen, besteht. Der Einsatz von nati- 
ven Membranen oder Bruchstucken derartiger Membranen 
als Bestandteil der lipidschicht. hat den Vorteil, daB hier- 
durch zum einen die naturliche Situation widergespiegelt 20 
wird. Zum anderen braucht diese naturliche Situation nicht 
im einzelnen analysiert zu sein, insbesondere im Hinblick 
auf die verschiedenen Bestandteile der Membranen. 
[0029] In dieser Vielseitigkeit der Lipidschicht liegt ein 
entscheidender Vorteil der Erfindung, da durch die vorgege- 25 
bene Partikelgeometrie sichergestellt ist, daB jegliche darauf 
aufgebrachte Lipidschichtzusammensetzung zu Komparti- 
ment A die gleiche Form und GroBe exponiert Dies ist bei- 
spielsweise bei der aus dem Stand der Technik bekannten 
Verwendung von Liposomen oder Vesikeln nicht der Fall, da 30 
deren Morphologie von der Zusammensetzung der jeweili- 
gen Lipidschicht entscheidend abhangt. 
[0030] Es ist besonders bevorzugt, daB die Lipidschicht 
weitere Substanzen, insbesondere Peptide, Proteine, Nukle- 
insauren, Tenside und/oder Polymere, aufweist. Durch der- 35 
artige Zusammensetzungen der Lipidschicht konnen die na- 
turlichen Bedingungen einer Membran nahezu identisch wi- 
dergespiegelt werden. Somit stellt das erfindungsgemaBe 
Membransystem ein optimales Modellsystem fur naturliche 
Membranen bereit. 40 
[0031] Weiterhin ist es erfindungsgemaB bevorzugt, daB 
die Lipidschicht Transportelemente aufweist. Hierzu zahlen 
insbesondere Transportproteine, bei spiels weise Peptidtrans- 
porter, Porenbildner und/oder Ionenkanale. Unter Poren- 
bildnern sind solche Substanzen zu verstehen, die Locher in 45 
Membranen generieren. Bevorzugterweise kann die Lipid- 
schicht in ihrer ganzen Dicke von speziellen Molekiilen 
durchspannt sein, die eine Transportfunktion fiir in fliissigen 
Phasen geloste Substanzen wahrnehmen konnen. Hierdurch 
ist es zum einen moglich, die naturlichen Bedingungen einer 50 
Membran zu imitieren. Andererseits ist es hierdurch mog- 
lich, die Wechselwirkung bestimmter Stoffe mit bestimmten 
Transportelementen gezielt zu analysieren. So kann bei- 
spielsweise untersucht werden, unter welchen Bedingungen 
ein Transportprotein oder ein Ionenkanal seine optimale Ak- 55 
tivitat entfaltet 

[0032] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung sind die porosen Partikei porose Kugeln. Vor- 
teilhafterweise haben die Kugeln einen Durchmesser von 
etwa 1 bis etwa 100 um, insbesondere etwa 3 bis etwa 60 
10 um. 

[0033] Bevorzugterweise weisen die Partikei, insbeson- 
dere die Kugeln, Poren mit einer Offnungsweite von etwa 1 
bis etwa 1000 nm, insbesondere etwa 5 bis etwa 50 nm, auf, 
Geeignete nanoporose Partikei besitzen vorzugsweise eine 65 
definierte PorengroBe, so daB durch die Verwendung von 
Partikeln einer bestimmten PorengroBe die Eigenschaften 
des erfindungsgemaBen Systems gezielt kontrolliert werden 
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konnen. Vor allem in Abhangigkeit von den jeweils gewahl- 
ten Detektionsmethoden kann es bevorzugt sein, groBere 
oder kleinere PorengroBen bzw. andere Parti keldurchmesser 
zu verwenden. Bei spiels weise kann durch einen rclativ ge- 
ringen Porendurchmesser eine erhohte Sensitivitat von ein- 
gebauten lokalen Sondenmolekiilen, z. B. Farbstoffen, be- 
wirkt werden. So sind fiir die bereits erwahnte Detektions- 
methode des resonanten Energietransfers typische Wechsel- 
wirkungsabstande von Donor- und Akzeptormolekulen im 
Bereich von ca. 5 nm nahezu optimal. Bei einem Poren- 
durchmesser der erfindungsgemaBen Partikei von beispiels- 
weise 10 nm tritt damit jedes permeierte MoIekiiJ (z, B. Do- 
normolekiil) nach Durchtritt durch die Lipidschicht zwangs- 
laufig mit den an der Porenwand immobilisierten Molekiilen 
(z. B. Akzeptormolekulen) in Wechselwirkung. Durch eine 
Variation der Porendurchmesser ist auf diese Weise eine 
"Feineinstellung" der Wechselwirkung moglich. 
[0034] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung wird die innere Oberflache der Poren mit Fluoreszenz- 
sonden besUickt, deren Fluoreszenz sensitiv auf die Nahe ei- 
nes bestimmten Stones, insbesondere eines bestimmten 
Molekuls oder Ions, reagiert, welches von Kompartiment A 
nach Kompartiment B permeiert ist. Durch die groBe innere 
Oberflache der porosen Partikei ist auf diese Weise eine 
hohe Fluoreszenzausbeute erreichbar, die zu einer empfind- 
lichen, zeitaufgeldsten Detektion des Permeationsprozesses 
mittels herkommlicher fluoreszenzspektroskopischer Me- 
thoden ausgenutzt werden kann. 

[0035] Dariiber hinaus hat die Verwendung der erfin- 
dungsgemaBen porosen Partikei zur Membranpermeations- 
raessung den weiteren Vorteil, daB die Diffusion in den Po- 
ren aufgrund der geringen GroBe der Poren im wesentlichen 
zweidimensional und somit schneller erfolgt als in den her- 
kommlichen dreidimensionalen Systemen. Durch geeignete 
Wahl der Porendurchmesser kann auch der mittlere Abstand 
der permeierten Stoffe zu den Sondenmolekiilen eingestellt 
werden, was eine optimale Wechselwirkung und effiziente 
Detektion gewahrleistet. 

[0036] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung bestehen 
die porosen Partikei zumindest teilweise aus anorganischem 
Material, insbesondere aus Siliziumoxiden, Aluminiumoxi- 
den und/oder Titanoxiden, In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform bestehen die porosen Partikei zumindest 
teilweise aus organischem Material, vorzugsweise aus La- 
tex. 

[0037] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
bestehen die porosen Partikei zumindest teilweise aus Sili- 
kat, Die an der Oberflache von porosen Silikatpartikeln be- 
findlichen SiOH-Gruppen konnen vorteilhafterweise zur 
Funktionalisierung der Oberflache mit geeigneten Moleku- 
len genutzt werden. Besonders bevorzugt. sindhierbei kova- 
lente Bindungen zwischen Oberflachengruppen und Mole- 
kiilen. AuBerdem konnen Molekule mit positiver Uber- 
schuBladung (z. B. Polykationen) durch Coulomb- Wechsel- 
wirkung fest an der Oberflache adsorbiert werden. Die bei 
Silikatpartikeln exirem hohe Porositat der Partikei ermog- 
licht fur das innere Kompartiment (Kompartiment B) eine 
im Vergleich zu den auBeren Abmessungen riesige innere 
Oberflache, die fur eine Fixierung von funktionellen Grup- 
pen zur Verfugung steht. 

[0038] Poroses Silikat ist ein mechanisch festes Material 
mit einer negativen Oberflachenladung. Mikroskopische 
Partikei, insbesondere Kugeln, aus Silikat sinddeshalb aus- 
gezeichnet in Losung, insbesondere in waBriger Losung, 
dispergierbar. Gleichzeitig sind die aufgrund ihrer Dichte 
zur Sedimentation unter normalen gravimetrischen Bedin- 
gungen fahig. Das bedeutet, daB bei Membranpermeations- 
messungen bevorzugterweise auf eine Zentrifugation ver- 



DE 101 21 903 A 1 



10 



zichtet werden kann. Nichtsdeslotrotz kann unter bestimm- 
ten Bedingungen eine Zentrifugation vorteilhaft sein, um 
beispielsweise den Ablauf der Sedimentation zu verkurzen. 
[0039] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung weisen die porosen Partikel einen magne- 5 
tischen Kern auf. Besonders bevorzugt sind hierbei porose 
Silikatkugeln mit einem magnetischen Kern. Hierdurch 
kann die Sedimentation der Partikel beschleunigt werden, 
beispielsweise im Hinblick auf eine Automatisierung des 
Verfahrens der Permeationsmessung. 10 
[0040] Bei den erfindungsgemaB bevorzugten porosen Si- 
likatpartikeln ist die Anordnung der Poren innerhalb der 
Partikel relativ zufallig. Es ist also nicht eindeutig definiert, 
ob die Poren vollstandig miteinander kommunizieren oder 
nicht. Es kann jedoch vorteilhaft sein, Partikel einzusetzen, 15 
die derart definierte Poren aufweisen, daB gewahrleistet ist, 
daB die Poren ein kommunizierendes System bilden. Vor- 
teilhafterweise konnen sich hierbei Gieichgewichte inner- 
halb der Partikel schncller einstellen, und so bestimmte Re- 
aktionen innerhalb der Partikel optimiert werden. 20 
[0041J Die Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zu 
Herstellung von porosen Partikeln mit einer innerhalb der 
Poren gebildeten inneren Oberflache und einer ubrigen au- 
Beren Oberflache, wobei im wesentlichen nur die auBere 
Oberflache von einer Lipidschicht, insbesondere von einer 25 
Lipiddoppelschicht, vollstandig bedeckt ist, und die Lipid- 
schicht die Offnungen der Poren an der auBeren Oberflache 
iiberspannt. Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, 
daB die Poren der Partikel mit Substanzen versetzt, insbe- 
sondere im wesentlichen gefullt, werden und/oder die poro- 30 
sen Partikel mit einer Schicht, insbesondere mit einem Netz- 
werk, versehen werden. In einem weiteren Verfahren sschritt 
werden die derart behandelten Partikel mit einer Lipid- 
schicht, insbesondere rait einer Lipiddoppelschicht, verse- 
hen. Bezuglich verschiedener Einzelheiten des erfindungs- 35 
gemaSen Verfahrens wird auf die obige Beschreibung ver- 
wiesen. 

[0042] Vorteilhafterweise wird die Oberflache, insbeson- 
dere die innere Oberflache, der Partikel modifiziert, insbe- 
sondere passiviert oder aktiviert, wie es oben beschrieben 40 
ist. Weiterhin kann die Oberflache mit funktionellen Mole- 
kiilen, beispielsweise Sondenmolekiilen, versehen werden 
(Funktionalisierung). Durch die Funktionalisierung konnen 
die durch die Modifizierung eingebrachten Gruppen "um- 
funktionalisiert" werden. Die Fixierung der funktionellen 45 
Molekule kann beispielsweise durch Chemisorption oder 
Adsorption erfolgen. In einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form werden die Oberflachen zunachst modifiziert und/oder 
funktionahsiert und anschlieBend mit der Schicht, also der 
Zwischenschicht, versehen. Diese Zwischenschicht stellt 50 
vorzugsweise ein Netzwerk dar, welches insbesondere zu- 
mindest teilweise aus Polymeren besteht. 
[0043] ErfindungsgemaB ist es besonders bevorzugt, die 
Modifizierung bzw. Funktionalisierung der Oberflache nach 
einer erfolgten Beschichtung der Partikel vorzunehmen. 55 
Eine Voraussetzung fur dieses Vorgehen ist, daB die Dichte 
bzw. die Maschenweite der Zwischenschicht ausreichend 
groB ist, um den Durchtritt der Modifizierungs- bzw. Funk- 
tionalisierungssubstanzen zu ermoglichen. Besonders be- 
vorzugt ist diese Vorgehensweise bei der Verwendung von 60 
Sondenmolekiilen, die fur eine Fluoreszenzdetektion vorge- 
sehen sind. Im allgemeinen hangt es von den jeweils ge- 
wahlten Materialien, insbesondere dem Material der Zwi- 
schenschicht und dem Material fur die Modifizierung bzw. 
Funktionalisierung, ab, ob diese Verfahrens abfolge vorteil- 65 
haft ist. Die nachtragliche Funktionalisierung bzw. Modifi- 
zierung der Oberflache hat herstellungstechnisch sehr groBe 
Vorteile, da auf diese Weise das ganze Verfahren zur Her- 



stellung der erfindungsgemaBen Partikel vereinfacht werden 
kann. Beispielsweise konnen alle Substanzen, die zur Her- 
stellung der erfindungsgemaBen Partikel vor dem Aufbrin- 
gen der Lipidschicht notwendig sind, in einem Ansatz auf 
die Partikel gegeben werden. 

[0044] Nach dem Aufbringen der Schicht, also der Zwi- 
schenschicht und/oder nachdem die Poren der Partikel mit 
Substanzen versetzt bzw. im wesentlichen gefullt wurden, 
wird eine Lipidschicht aufgebracht. Das Aufbringen der Li- 
pidschicht erfolgt vorteilhafterweise nachdem eventuelle 
Modifizierungen und/oder Funktionalisierungen der Parti- 
keloberflachen vorgenommen wurden. Fur das Herstellen 
der Lipidschicht werden Vesikel aus Lipiden, Lipidderiva- 
ten, lipidanalogen Substanzen, nativen Membranen, insbe- 
sondere Plasmamembranen, hergestellt, Bei der Herstellung 
dieser Vesikel konnen auch weitere Substanzen, wie bei- 
spielsweise Peptide oder Proteine sowie Transportelemente 
anwesend sein, und damit in die Vesikel eingebaut werden. 
Die Herstellung der Vesikel und das Aufbringen der Lipid- 
schicht auf die Partikel erfolgt nach herkommlichen Metho- 
den wie sie z. B, von Schmitt, J., Danner, B., Bayerl, T. M., 
(2000) Langmuir 17, 244-246 beschrieben sind. 
[0045] Die Erfindung umfaBt ferner ein Verfahren zur 
Membranpermeationsmessung von Substanzen, wobei die 
erfindungsgemaBen porosen Partikel verwendet werden. 
Hierfur werden die zu untersuchenden Substanzen mit den 
erfindungsgemaBen porosen Partikeln in einem Ansatz in 
Kontakt gebracht. Nach einer gewissen Inkubationszeit, 
welche vorteilhafterweise genau definiert ist, wird die 
Menge der Substanzen, die die Membran durchdrungen ha- 
ben, analysiert. So konnen Aussagen zur Membranpermea- 
tionseigenschaft der jeweiligen Substanz getroffen werden. 
[0046] Die Menge der Substanzen, die durch die Mem- 
bran hindurch in das Innere der Partikel, insbesondere in die 
Poren, gelangt ist, wird direkt und/oder indirekt bestimmt. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform dieses 
Verfahrens werden die Partikel nach der Inkubationszeit von 
dem ubrigen Ansatz abgetrennt und die Menge der Substan- 
zen, die sich innerhalb der Partikel befindet, bestimmt. In ei- 
ner weiteren Ausfuhrungsform erfolgt nach der Abtrennung 
der Partikel vom Ansatz eine Bestimmung der Menge der 
Substanzen im verbiiebenen Ansatz, Beide Vorgehenswei- 
sen konnen vorteilhafterweise miteinander kombiniert wer- 
den. Die Abtrennung der Partikel kann auf verschiedene 
Weise erfolgen, beispielsweise durch Zentrifugation und/ 
oder Filterung. Besonders bevorzugt ist eine "naturliche" 
Sedimention, da dies das Verfahren der Permeationsmes- 
sung wesentlich vereinfacht. Es kann jedoch vorteilhaft 
sein, das Verfahren zu beschleunigen, so daB eine Zentrifu- 
gation vorteilhaft sein kann, 

[0047] In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung werden magnetische Partikel wie oben 
beschrieben eingesetzt. Aufgrund dieser magnetischen Ei- 
genschaft konnen die Partikel sehr schnell und effizient ab- 
getrennt werden. Dies ist insbesondere im Hinblick auf eine 
Automatisierung des gesamten Verfahrens vorteilhaft, Bei 
Verwendung von magnetischen Partikeln werden die Parti- 
kel mit Hilfe eines geeigneten Magneten abgetrennt und der 
ubrige Ansatz und die Partikel stehen getrennt voneinander 
fur die weitere Analyse zur Verfugung. Hiermit entfallt der 
zeitraubende und einer Automatisierung schwer zugangli- 
che Zentrifugationsschritt. Bei einer automatisierten Per- 
meationsmessung kann das Verfahren beispielsweise in Mi- 
krotiterplatten durchgefuhrt werden, wobei bereits eine 
Vielzahl von Automatisierungshilfsmitteln fur solche Mi- 
krotiterplatten zur Verfugung stehen. Vorzugsweise erfolgt 
dabei die Inkubation und die Detektion des Permeationspro- 
zesses in demselben Gefa'B. 
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[0048] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens erfolgt die Bestimmung der zu 
analysierenden Substanzen durch chemische, elektrische, 
magnctische, radioaktive, optische, insbesondere fluorome- 
trische oder lurrrinometrische, Nachweis- bzw. Detektions- 5 
methoden. Beispielsweise kann die Membranpermeation 
von fluoreszenzmarkierten Stoffen untersucht werden, in- 
dem die Stoffe in gelostcr Form in das Kompartiment A, 
also zu den dispergierten Partikeln, gegeben werden. Nach 
definierten Inkubationszeiten werden die Partikel vora rest- 10 
lichen Ansatz abgetrennt und die Fluoreszenzintensitat iden- 
tischer Kugelmengen vorzugsweise als Funktion der Inku- 
barionszeit mit herkommlichen MeBmethoden bestimmt. In 
einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens werden Fluoreszenzsonden ver- 15 
wendet, die im Kompartiment B fixiert sind. Deren Fluores- 
zenz ist sensitiv fur bestimmte Stoffe, insbesondere Mole- 
kule oder Ionen, die im Kompartiment A gelost sind. Die 
Permeation dieser Molekule oder Ionen vom Kompartiment 
A nach Kompartiment B bewirkt eine Veranderung der ge- 20 
samten Fluoreszenzintensitat der Dispersion. Dies kann als 
Funktion der Inkubationszeit gemessen werden. In dieser 
Ausfuhrungsform ist es nicht notwendig, die Partikel vom 
ubrigen Ansatz nach der Inkubationszeit abzutrennen. 
[0049] In einer weiteren Ausfuhrungsform werden radio* 25 
aktiv markierte Stoffe im Kompartiment A eingesetzt. Nach 
erfolgter Inkubation wird die Detektion durch Bestimmung 
der von den Kugeln ausgehenden Strahlungsintensitat mit- 
tels geeigneter radioaktiver MeBverfahren durchgefuhrt. 
Dieses Ausfuhrungsbeispiel hat den Vorteil, daB die Detek- 30 
tionsmoglichkeiten extrem empfindlich sind, und daB der zu 
untersuchende Stoff iediglich gering durch den Einbau der 
jeweiligen Radioaktivitat verandert wird. 
[0050] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
werden Enzyme im Kompartiment B immobilisiert, so daB 35 
sie bevorzugterweise ihre Aktivitat beibehalten. Durch per- 
meierende Stoffe, die vom Kompartiment A in das Kompar- 
timent B gelangen und damit in die Nahe der Enzyme, wird 
bewirkt, daB die Enzyme in einen anderen Zustand versetzt 
werden, der beispielsweise optisch, z, B. durch Fluoreszenz 40 
oder Lumineszenz, oder eleklrisch detektierbar ist. 
[0051] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann so durchge- 
fuhrt werden, daB nach einer gewissen Inkubationszeit die 
permeierten Substanzen analysiert werden. Besonders be- 
vorzugt ist es jedoch, wenn die Permeation als Funktion der 45 
Inkubationszeit bestimmt wird, d. h, also, daB die permeier- 
ten Substanzen entweder nach verschiedenen, definierten 
Inkubationszeiten als Endpunktbestimmung analysiert wer- 
den, oder daB die Permeation bei der Verwendung von ge- 
eigneten Nachweismethoden im laufenden Ansatz verfolgt 50 
wird. 

[0052] In einer weiteren Ausfuhrungsform werden Parti- 
kel verwendet, die im Kompartiment B Enzyme aufweisen, 
fur welche die zu analysierenden Stoffe Edukte darstellen. 
Nach der Permeation der Stoffe setzt das Enzym diese in 55 
Produkte um. Die Freisetzung der Produkte im Komparti- 
ment B fiihrt entweder selbst zu einer optisch oder elektrisch 
detektierbaren Veranderung, oder das Enzym wird zu einer 
solchen Veranderung veranlaBt und/oder die Produkte sind 
durch andere Methoden nachweisbar. 60 
[0053] In einer weiteren Ausfuhrungsform werden nicht 
markierte Stoffe im Kompartiment A eingesetzt, deren Per- 
meation untersucht werden soli. Hier kann eine Detektion 
durch Bestimmung der nach einer Inkubationszeit und Ab- 
trennung der Partikel im Kompartiment A verbliebenen 65 
Menge des Stoffes mittels Methoden wie beispielsweise 
HPIXYUV-Vts-Spektroskopie oder HPLC/Massenspektro- 
skopie. Ein entscheidender Vorteil dieses Ausfuhrungsbei- 



spiels ist, daB der zu untersuchende Stoff nicht markiert und/ 

oder speziell gereinigt werden muB und dennoch mit hoher 

Empfindlichkeit nachgewiesen werden kann. 

[0054] Weiterhin umfaBt die Erfindung die Verwendung 

von porosen Partikel, wie sie oben beschrieben ist, zur 

Membranpermeationsmessung. 

[0055] Weiterhin umfaBt die Erfindung einen Kit zur Mes- 
sung der Membranpermeation von Substanzen. Dieser Kit 
enthalt Komponenten, die zur Herstellung von erfindungs- 
gemaBen porosen Partikeln wie oben beschrieben geeignet 
sind. Hierbei ist es nicht notwendig, daB der Kit alle Kom- 
ponenten zur Herstellung von den erfindungsgemaBen Parti- 
keln enthalt. Vielmehr kann es bevorzugt sein, daB nur ei- 
nige, insbesondere wesentliche Komponenten im Kit enthal- 
ten sind und daB andere Komponenten vom Verwender 
selbst bereitgestellt werden. 

[0056] Weiterhin umfaBt die Erfindung einen Kit zur Mes- 
sung der Membranpermeation von Substanzen, wobei der 
Kit vorzugsweise vollstandig beschichtete porose Partikel 
gemaB der obigen Beschreibung aufweist. Dies ist beson- 
ders bevorzugt, wenn die Partikel mit einer relativ kompli- 
zierten Lipidschicht versehen sind, also insbesondere einer 
Lipidschicht, die neben Lipiden noch weitere Substanzen 
aufweist wie beispielsweise Proteine, insbesondere Trans- 
portproteine. 

[0057] SchlieBIich umfaBt die Erfindung einen Kit zur Un- 
tersuchung von Membranelementen, insbesondere von Pro- 
teinen. Mit dem erfindungsgemaBen Kit konnen vorteilhaf- 
terweise funktionelle Untersuchungen durchgefuhrt werden. 
Beispielsweise kann ein solcher Kit fur eine Charakterisie- 
rung von Transportproteinen eingesetzt werden. 
[0058] Die Erfindung hat gegenuber bisher bekannten Sy- 
stemen bzw. Verfahren zur Membranpermeationsmessung 
entscheidende Vorteile. Dies gilt vor allem in Bezug auf Sta- 
bility, mechanische Festigkeit, Morphologie, Detektion und 
Separierbarkeit aus einer Dispersion. Eine Automatisierung 
der Permeationsmessung ist in sehr vorteilhafter Weise 
moglich. Die erfindungsgemaBen Partikel zeichnen sich 
durch neuartige Moglichkeiten zur Funktionalisierung der 
Oberflachen und damit zu einsetzbaren Detektion smoglich- 
keiten aus. 

[0059] Die beschriebenen Merkmale der Erfindung sowie 
weitere Merkmale ergeben sich aus den nachfolgenden Bei- 
spielen, den Figuren und den Unteranspriichen. Hierbei kon- 
nen die verschiedenen Merkmale jeweils fur sich oder in 
Kombination miteinander verwirklicht sein. In den Figuren 
ist gezeigt: 

[0060] Fig. 1 Differentialkalorimetrische-MeBkurven von 
mit Dielaidoylphosphatidylcholin (DEPC) beschichteten 
porosen Silikatpartikeln mit und ohne iiberspannten Poren, 
[0061] Fig. 2 AIT-stimulierte Ca 2+ -Transportmessungen 
der immobilisierten Ca 2+ -ATPase des sarkoplasmatischen 
Retikulums bei lipidbeschichteten Silikatpartikeln mit und 
ohne Polymerzwischenschicht. 

Beispiele 

Beispiel 1 

FUNKTIONALISIERUNG DER EESTKORPEROBER- 

FLACHE 

1.1. Aminofunktionalisierung von pulverformigen und po- 
rosen Silikatoberflachen mit N-(2-Aminoethyl)-3-Amino- 
propyltrimethoxysilan (EDA) 

[0062] Eine Silanlosung, bestehend aus 9,2 mL N-(2- 
Aminoethyl)~3~Aminopropyltrimethoxysilan (EDA) und 
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243 uL konzentrierter Essigsaure in 450 mL entionisiertern 
Wasser, wird frisch hergestellt. Nach 5 Minuten werden 2 g 
eines porosen Silikatmaterials (Nucleosil 50-10 von Mache- 
rey-Nagel, Duren) zu der Silanlosung gegeben und unter 
Schutteln aufgeschlammt. Diese Dispersion wird drei Stun- 
den iangsam rotiert, danach wird das Silikatmaterial sedi- 
mentiert und dreimal mit. enlionisiertem Wasser gewaschen. 
Der Erfolg der Silanisierung wird inittels Intrarotspektro- 
skopie in diffuser Reflexion (DRIFT) am getrockneten Sili- 
katmaterial dokurnentiert. In ahnlicher Weise werden wei- 
tere Tragermatcrialien mit PorengrdBen zwischen 5 und 
400 dih funktionalisiert. 

1.2. Aminofunktionalisierung von pulverformigen und po- 
rosen Silikatoberflachen mit Poly(diallyl-dimetnylammoni- 

umchlorid) 



[0063] Zu einer Poly(diallyl-dimethylammoniumchlo- 
rid)(PolyDADMAC, Mw etwa 400. 000-500. 000)-Losung 
bestehend aus 200 mL Poiyethylenimin (PEI) (20%-Losung 20 
in Wasser, Aldrich, Steinheim) in 50 mL einer 3M NaCl-L6- 
sung werden 1 g eines porosen Silikatmaterials (Nucleosil 
50-3 von Macherey-Nagel, Duren) gegeben und drei Stun- 
den Iangsam rotiert. Danach wird das Silikatmaterial sedi- 
mentiert und dreimal mit entionisierlem Wasser gewaschen. 25 
Der Erfolg der Umsetzung wird mlttels Infrarotspektrosko- 
pie in diffuser Reflexion (DRIFT) am getrockneten Silikat- 
material dokurnentiert. 



50 mL enlionisiertem Wasser, wird 1 g eines entsprechend 
Beispiel 1.1, aminofunktionalisiertem Silikatmaterials gege- 
ben und drei Stunden geschuttelt. Danach wird das Silikat- 
material sedimentiert und dreimal mit entionisiertern Was- 
5 ser gewaschen. Der Erfolg der Adsorption wird mittels 
DRIFT und der Abnahme der PSS-Konzentration in der Ix> 
sung dokurnentiert. 

3.2. Adsorption von Na-Polystyrolsulfonat (PSS) auf 
10 Poly(diallyl-dimethylammoniumchlorid)-funktionalisierten 

S ilikatoberflachen 

[0067] Zu einer Na-Polystyrolsulfonat(PSS)-Losung, be- 
stehend aus 25 mg PSS (Mw etwa 70.000, Aldrich, Stein- 
15 heim) in 50 mL entionisiertern Wasser, wird 1 g eines ent- 
sprechend Beispiel 1.2. aminofunktionalisiertem Silikatma- 
terials gegeben und drei Stunden geschuttelt. Danach wird 
das Silikatmaterial sedimentiert und dreimal mit entionisier- 
tern Wasser gewaschen. Der Erfolg der Adsorption wird 
mittels DRIFT und der Abnahme der PSS-Konzentration in 
der Losung dokurnentiert. 

3.3, Adsorption von Na-Polystyrolsulfonat (PSS) auf en- 
zymhaltigen Silikatoberflachen 



Beispiel 2 30 

EINBAU FUNK110NELLER MOLEKOLE VOR DER 

UBERSPANNUNG 

2. 1 . Immobilisierung eines Enzyms (Esterase) 35 

[0064] 1 g eines entsprechend Beispiel LI. funktionali- 
sierten EDA-Tragermaterials werden in einer Esterase-Lo- 
sung, bestehend aus 30 mg ESTERASE (B.C. 3.1.1.1., Akti- 
vitat 20units/mg) in 15 mL Phosphatpuffer (20 mM, pH 40 
7.4) gegeben und uber Nacht rotiert. Danach wird das Tra- 
germaterial sedimentiert und dreimal mit Phosphatpuffer 
gewaschen. Der Erfolg der Behandlung wird durch die Ab- 
nahme der Esterase aus der Losung und mittels Aktivitats- 
messungen des immobilisierten Enzyms auf dem Tragerma- 45 
terial dokurnentiert.. 

2.2. Einbringen eines Sondenmolekuls 

[00651 50 mg eines entsprechend Beispiel LL funktiona- 50 
lisierten EDA-Tragermaterials werden in 1 mL einer 1 mM 
Quin2 (Calbiochem, Bad Soden)-L6sung in TEA-Puffer 
(50 mM TEA, 25 mM NaCl) gegeben und eine Stunde ro- 
tiert. Danach wird das Tragermaterial sedimentiert und drei- 
mal mit TEA-Puffer gewaschen. Der Erfolg der Behandlung 55 
wird durch die Abnahme des Quin2 aus der Losung und mit- 
tels Fluoreszenzmessungen dokurnentiert, 

Beispiel 3 

60 

UBERSPANNEN DER POROSEN KUGELN MIT POLY- 

MEREN 

3.L Adsorption von Na-Polystyrolsulfonat (PSS) auf EDA- 

funktionalisierten Silikatoberflachen 65 

[0066] Zu einer Na-Polystyrolsulfonat(PSS)-Losung, be- 
stehend aus 25 mg PSS (Mw etwa 2.600.000, FLUKA) in 



[0068] Zu einer Na~Polystyrolsulfonat(PSS)-L6sung be- 
stehend aus 12,5 mg PSS (Mw etwa 2.600.000, FLUKA) in 
25 mL entionisiertern Wasser, wird 0,5 g eines entsprechend 
Beispiel 2.1. hergestellten Silikatmaterial gegeben und drei 
Stunden geschuttelt. Danach wird das Silikatmaterial sedi- 
mentiert: und dreimal mit entionisierlem Wasser gewaschen. 
Der Erfolg der Adsorption wird mittels DRIFT und der Ab- 
nahme der PSS-Konzentration in der Losung dokurnentiert. 
Die Integritat des Enzyms nach dem Uberspannen wird 
durch Aktivitatsmessungen bestimtnt. 

Beispiel 4 

EINBAU FUNKTTONELLER MOLEKtlLE NACH DER 

UBERSPANNUNG 

4.1. Herstellung photoreaktiver Obernachen auf PSS/EDA- 

funktionalisierten Silikatoberflachen 

[0069] 0,25 g eines entsprechend Beispiel 3.1. funktiona- 
lisierten EDA/PS S-Tragermaterials wird in eine Losung, be- 
stehend aus 0,25 g 3,3',4,4'-Benzophenontetracarbonsaure- 
dianhydrid (BPA) in 25 mL Aceton, gegeben und uber 
Nacht rotiert. Danach wird das Tragermaterial sedimentierL, 
dreimal mit Aceton gewaschen und getrocknet. Der Erfolg 
der Behandlung wird mittels DRIFT dokurnentiert., 

4.2. Herstellung von Anhydridoberflachen auf PSS/EDA- 

funktionalisierten Silikatoberflachen 

[0070] 0,25 g eines entsprechend Beispiel 3.1. funktiona- 
lisierten ED A/PS S-Tragermaterials wird in eine Losung, be- 
stehend aus 0,1 g 3,3'4,4'-Biphenyltetracarbonsauredianhy- 
drid in 25 mL Aceton, gegeben und uber Nacht rotiert. Da- 
nach wird das Tragermaterial sedimentiert, dreimal mit Ace- 
ton gewaschen und getrocknet. 

4.3. Einbringen eines Sondenmolekuls 

[0071] 50 mg eines entsprechend Beispiel 3.1. funktiona- 
lisierten EDA/PSS-Tragermaterials wird in 1 mL einer 
1 mM Quin2 (Calbiochem, Bad Soden)-L6sung in TEA- 
Puffer (50 mM TEA, 25 mM NaCl, pH 7.4) gegeben und 
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eine Stunde rotiert. Danach wird das Tragermaterial sedi- 
mentiert und dreimal mit TEA-Puffer gewaschen. Der Er- 
folg der Behandlung wird durch die Abnahme des Quin2 aus 
der Losung und mittels Fluoreszenzmessungen dokumen- 



tiert. 



Beispiel 5 



DEPOSITION VON LIPEDSCfflCHTEN AUF DEN MO- 
DMZIERTEN OBERFLACHEN 

5.1. Hersteliung von Lipidvesikeln zur Immobilisierung auf 

pulverformigen Oberflachen 

[0072] 80 mg Dielaidoylphosphatidylcholin (DEPC) wird 
in 16 mL Beschichtungspuffer, bestehend aus 20 mM HE- 
PES-Puffer pH 7,1 mit 30 mM NaCl, eine halbe Stunde bei 
Raumtemperatur gequollen und anschlieBend 30 Minuten 
mit einem Stabbesch alter (Branson Sonorex) ultrabeschallt. 
Das Ergebnis ist eine klare Vesikeldispersion mit Vesikel- 
durchmessern im Bereich 20-80 nm. Die Bestimmung er- 
folgt mittels herkommlicher dynamischer Laserlichtstreu- 
ung ("Particle-Sizing"). 

5.2. Immobilisierung von Lipidmembranen auf uberspann- 

ten Silikatoberflachen 

[0073] Zu 16 mL einer entsprechend Beispiel 5.1 herge- 
stellten Vesikeldispersion wird 1 g eines entsprechend Bei- 
spiel 3.1. uberspannten porosen Silikattragers zugegeben 
und 30 Minuten langsam rotiert. Danach wird das Tragerma- 
terial sedimertiert und dreimal mit Beschichtungspuffer ge- 
waschen. Der Erfolg der Beschichtung wird mittels DSC an 
dem im Beschichtungspuffer dispergiertem Material (wie 
beschrieben bei C. Naumann, T. Brumm, T. M. Bayerl, Bio- 
phys. J., 1992, 63, 1314) und DRIFT (nach Trocknung des 
Materials) und durch Bestimmung der Lipidmenge doku- 
mentiert. 

5.3. Immobilisierung von Lipidmembranen auf enzymhalti- 

gen Oberflachen mit gemischter Funktionalitat 

[0074] Zu 16 mL einer entsprechend Beispiel 5.1 herge- 
stellten Vesikeldispersion wird 1 g eines entsprechend Bei- 
spiel 3.3. uberspannten und enzyrnhalligen porosen Silikat- 
tragers gegeben und 30 Minuten langsam rotiert. Danach 
wird das Tragermaterial sedimentiert und dreimal mit Be- 
schlchtungspuffer gewaschen. Der Erfolg der Beschichtung 
wird mittels DSC an dem im BeschichtungspufTer disper- 
giertem Material und DRIFT (nacb Trocknung des Materi- 
als) dokumentiert. 

5.4. Immobilisierung von nativen Sarkoplasmatischen Reti- 
kulum (SR)-Membranen auf uberspannten Silikatoberfla- 
chen und Messung der Ca 2+ -ATPase-Funktion 

[0075] Aus dem Muskelgewebe eines Kaninchens werden 
nach einem Verfahren von W. Hasselbach und M. Makinose 
(Biochem. Z. 1961, 333, 518-528) Membranvesikel des sar- 
koplasmatischen Retikulums hergestellt (SR-Vesikel). Diese 
Dispersion wird anschlieBend durch Ultraschallbehandlung 
in kleine, einschalige Vesikel mit. einem Durchmesser von 
20-90 nm iiberfiihrt. Zu 900 pL dieser Losung (etwa 0,5 mg 
Gesamtprotein) werden 50 mg eines entsprechend Beispiel 
4.3. uberspannten porosen Silikattragers zugegeben und fur 
18 Stunden bei 4°C inkubiert, wobei als Pufferlosung 
100 mM Triethanoiamin (pH 7,4) und 100 mM NaCI (Inku- 
bationspuffer) verwendet wird. Danach wird das Tragerma- 



terial sedimentiert und dreimal mit InkubationspufFer gewa- 
schen. Der Erfolg der Beschichtung wird mittels DRIFT am 
getrockneten Material dokumentiert. Die Ca 2+ -ATPase- Ak- 
tivitat auf dem Tragermaterial nach der Waschung im Inku- 

5 bationspuffer erfolgt durch Bestimmung der ATP-Hydro- 
lyse- Aktivitat in Abhangigkeit der Calciumionenkonzentra- 
tion und des Ca 2+ -Transportes sowie dessen Hemmung 
durch den spezifischen Inhibitor "Cyclopiazonic Acid". Zur 
Messung der transportierten Menge an Ca 2+ -Ionen wurde 

to die Fluoreszenz (Anregungsfilter: 340 nm, Emissionsftlter: 
510 nm) in einem Fluorcszenzplattenleser (HTS7000, Per- 
kin-Elmer) kontinuierlich gemessen (Fig. 2). Diese Funkti- 
onstests belegen eine zum SR-Vesikel vergleichbare Ca 2+ ~ 
ATPase-Aktivitat auf dem Tragermaterial. 

15 

Beispiel 6 

EIGENSCHAFTEN DER MEMBRANEN AUF OPTI- 
MIERTEM TRAGERMATERIAL 



20 



60 



6.1. Stabilitat im flieBenden waBrigen Medium 



[0076] Die in Beispielen 5.2. bis 5.4, beschriebenen Sy- 
steme werden fur die Dauer von 24 Stunden einem stromen- 

25 den Medium (Beschichtungspuffer nach Beispiel 5.1. bzw. 
Inkubationspuffer nach Beispiel 5.4.) in einem Testbad aus- 
gesetzt. In Abstanden von 2 Stunden werden jeweils gleiche 
Mengen Tragermaterial aus dem Testbad entnommen, ge- 
trocknet und anschlieBend mittels DRIFT auf ihre Beschich- 

30 tung untersucht. Die in den Beispielen 5.2. und 5.3. be- 
schriebenen Systeme werden zusatzlich mittels DSC unter- 
sucht. Weder mit DRIFT noch mit DSC wird eine meBbare 
Abnahme der Membranbeschichtung mit der Zeit beobach- 
tet. 

35 

6.2. Stabilitat nach Einfrieren 

[0077] Die in den Beispielen 5.2. bis 5 A. beschriebenen 
Systeme werden bei -80°C im dispergierten Zustand einge- 
40 froren und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur ge~ 
bracht und getrocknet. Vergleichende DRIFT-Messungen 
vor und nach dem Einfrieren ergaben unveranderte Lipid- 
mengen auf dem Tragermaterial. 

45 6.3. Stabilitat der enzymatischen Akti vital von SR-be- 

schichtetem Tragermaterial 

[0078] Das in Beispiel 5.4. beschriebene System wird 
nach der Preparation iiber die Dauer von 3 Monaten bei 

50 -80°C aufbewahrt. Im Abstand von 1 Monat werden Proben 
entnommen und auf ihre Ca 2+ - ATPase-Aktivitat mittels des 
in 5.4. beschriebenen Verfahrens untersucht. Nach 2 Mona- 
ten ist die Aktivitat auf ca. 70% des urspriinglichen Wertes 
(unmittelbar nach der Preparation und Waschung des Tra- 

55 germaterials gemessen) abgesunken. Im Uberstand der gela- 
gerten Proben kann keine Ca 2+ -ATPase- Aktivitat gemessen 
werden. 



6.4. Bestimmung der Phasenubergangstemperaturen 



[0079] Fig. 1 zeigt differentialkalorimetrische (DSC)- 
Messungen des Phaseniibergangs festkorperunterstutzter 
Bilayer, bestehend aus dem synthetase hen Lipid Dielaidoyl- 
sn-3-glycero-3-phosphocholin (im folgenden DEPC ge- 
65 nannt) auf einer nichtiiberspannten Oberflache (Hersteliung 
gemaB C, Naumann, T. Brumm, T. M. Bayerl, Biophys. J., 
1992, 63, 1314) und auf einer durch den obigen Schritt uber- 
spannten Oberflache (wie im Beispiel beschrieben). Diese 
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Ergebnisse zeigen eine deutliche Verbreiterung des Phasen- 
iibergangs bei der nichtuberspannten Oberfiache. Die Pha- 
seniibergangstemperatur auf der polymeriiberspannten 
Oberfiache entspricht dem der DEPC-Vesikel. 

5 

Patentanspriiche 

1. Porose Partikel mit einer innerhalb der Poren gebil- 
deten inneren Oberfiache und einer ubrigen auBeren 
Oberfiache, wobei im wesentlichen nur die auBere io 
Oberfiache von einer Lipidschicht, insbesondere einer 
Lipiddoppelschicht, volistandig bedeckt ist, und die Li- 
pidschicht die Gffhungen der Poren an der auBeren 
Oberfiache iiberspannt 

2. Partikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 15 
daB zwischen der Oberfiache, insbesondere der auBe- 
ren Oberfiache, und der Lipidschicht eine Zwischen- 
schicht, insbesondere ein Netzwerk, vorgesehen ist. 

3. Partikel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zwischenschicht zumindest teilweise aus min- 20 
destens einem Polymer, insbesondere aus einem Poly- 
mer aus organischem Material, besteht. 

4. Parlikel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polymer ein Polyelektrolyt, insbesondere ein 
anionischer Polyelektrolyt, ein Polyampholyt, insbe- 25 
sondere ein Protein, DNA und/oder RNA, und/oder ein 
Polyzwitterion ist. 

5. Partikel nach Anspruch 3 oder Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Polymer Polystyrolsulfonat 
(PSS), insbesondere Natrium-Polystyrolsulfonat, und/ 30 
oderPolystyrol-co-Maleinsaureanhydrid (PSPMA) ist. 

6. Partikel nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Poren Substan- 
zen aufweisen, insbesondere mit Substanzen im we- 
sentlichen gefiillt sind, wobei vorzugsweise die Sub- 35 
stanzen Polymere, insbesondere Polymere aus organi- 
schem Material, sind. 

7. Partikel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Polymere Polyelektrolyte, Polyampholyte, ins- 
besondere Proteine, DNA und/oder RNA, Polyzwitte- 40 
rionen, Fluoreszenzsonden und/oder Lumineszenzson- 
den sind. 

8. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberfiache, ins- 
besondere die innere Oberfiache, Modifizierungen, ins- 45 
besondere Passivierungen oder Aktivierungen, auf- 
weist, wobei vorzugsweise die Modifizierungen 
Amino-, Epoxy-, Ilalogenyl- und/oder Thiogruppen 
sind. 

9. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 50 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberfiache, ins- 
besondere die innere Oberfiache, funktionelle Mole- 
kiile aufweist, wobei vorzugsweise die funktionellen 
Molekiile enzymatisch, optisch und/oder chemisch, 
insbesondere photochemisch, aktive Molekiile sind, 55 

10. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Lipidschicht zu- 
mindest teilweise aus Lipiden, Lipidderivaten, lipida- 
nalogen Substanzen und/oder nativen Membranen, ins- 
besondere Plasmamembranen, besteht. 60 

11. Partikel nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Lipidschicht 
weitere Substanzen, insbesondere Peptide, Proteine, 
Nukleinsauren, Tenside und/oder Polymere aufweist. 

12. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 65 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Lipidschicht; 
Transportelemente, insbesondere Transportproteine, 
Porenbildner und/oder Ionenkanale, aufweist. 
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13. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel porose 
Kugeln sind, wobei vorzugsweise die Kugeln einen 
Durchmesser von ctwa 1 bis etwa 100 um, insbeson- 
dere etwa 3 bis etwa 10 um, aufweisen, 

14. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel Poren 
mit einer Offnungsweite von etwa 1 bis etwa 1000 nm, 
insbesondere von etwa 3 bis etwa 50 nm, aufweisen. 

15. Partikel nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel zumin- 
dest teilweise aus Silikat und/oder Latex bestehen. 

16. Partikel nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel einen 
magnetischen Kern aufweisen. 

17. Verfahren zur Herstellung von porosen Partikel 
mit einer innerhalb der Poren gebildeten inneren Ober- 
fiache und einer ubrigen auBeren Oberfiache, wobei im 
wesentlichen nur die auBere Oberfiache von einer Li- 
pidschicht, insbesondere einer Lipiddoppelschicht, 
volistandig bedeckt ist, und die Lipidschicht die Off- 
nungen der Poren an der auBeren Oberfiache iiber- 
spannt, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die Poren der Partikel mit Substanzen versetzt, 
insbesondere im wesentlichen befullt, werden 
und/oder die porose Partikel mit einer Schicht, 
insbesondere mit einem Netzwerk, versehen wer- 
den und 

b) daB auf die gemaB Verfahrensschritt a) behan- 
deiten Partikel eine Lipidschicht, insbesondere 
eine Lipiddoppelschicht, aufgebracht wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur das Versetzen der Poren mit Substan- 
zen und/oder fur das Herstellen der Schicht zumindest 
teilweise Polymere, insbesondere Polymere aus organi- 
schem Material, verwendet werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Polymere Polyelektrolyte, insbeson- 
dere anionische Polyelektrolyte, Polyampholyte, insbe- 
sondere Proteine, DNA und/oder RNA, Polyzwitterio- 
nen, Fluoreszenzsonden und/oder Lumineszenzsonden 
eingesetzt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB fiir das Herstellen der 
Schicht zumindest teilweise Polystyrolsulfonat (PSS), 
insbesondere Natrium-Polystyrolsulfonat, und/oder 
Polystyrol-co-Maleinsaureanhydrid (PSPMA) verwen- 
det wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Oberfiache, insbeson- 
dere die innere Oberfiache, vor oder nach Durchfuhren 
des Verfahrensschrittes a) modifiziert, insbesondere 
passiviert oder aktiviert, wird, wobei vorzugsweise mit 
Amino-, Epoxy-, Halogenyl- und/oder Thiogruppen 
modifiziert wird, 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Oberfiache, insbeson- 
dere die innere Oberfiache, vor oder nach Durchfuhren 
des Verfahrensschrittes a) mit funktionellen Molekiilen 
versehen wird, wobei vorzugsweise als funktionelle 
Molekiile enzymatisch, optisch und/oder chemisch, 
insbesondere photochemisch, aktive Molekiile einge- 
setzt werden. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB fiir das Herstellen der Li- 
pidschicht gemaB Verfahren sschritt b) Vesikel aus Lipi- 
den, Lipidderivaten, lipidanalogen Substanzen, nativen 
Membranen, insbesondere Plasmamembranen, herge- 
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stellt werden und mit den Partikeln in Kontakt gebracht 
werden. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB fur das Herstellen der Li- 
pidschicht gemaB Verfahrensschritt b) die Vesikel wei- 5 
tere Substanzen, insbesondere Peptide, Proteine, Nu- 
kleinsaure, Tenside und/oder Polymere eingesetzt wer- 
den. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB fur das Herstellen der Li- to 
pidschicht gemaB Verfahrensschritt b) weiterhin Trans- 
portelemente, insbesondere Transportproteine, Poren- 
bildner und/oder Ionenkanale, eingesetzt werden. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB ais Partikel porose Ku- 15 
geln eingesetzt werden, wobei vorzugsweise die Ku- 
geln einen Durchmesser von etwa 1 bis etwa 100 um, 
insbesondere etwa 3 bis etwa 10 um, aufweisen. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB porose Partikel eingeselzt 20 
werden, deren Poren eine Offnungsweite von etwa 0,1 
bis etwa 1000 nm, insbesondere von etwa 3 bis etwa 
50 nni, aufweisen. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, daB Partikel eingesetzt wer- 25 
den, die zumindest teilweise aus Silikat und/oder Latex 
bestehen. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, daB Partikel eingesetzt wer- 
den, die einen magnetischen Kern aufweisen, 30 

30. Verfahren zur Memhranpermeationsniessung von 
Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die Substanzen mit porosen Partikeln nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 16, in einem Ansatz in 
Kontakt gebracht werden und 35 

b) nach einer Tnkubationszeit die Menge der Sub- 
stanzen innerhalb der Partikel direkt und/oder in- 
direkt bestimmt wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nach der Inkubationszeit die Partikel von 40 
dem Ansatz abgetrennt werden, und die Menge der 
Substanzen innerhalb der Partikel und/oder im verblie- 
benen Ansatz bestimmt wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung der S ub- 45 
stanzen durch chemische, radioaktive, optische, insbe- 
sondere fluorometrische oder luminometrische, Nach- 
weismethoden erfoigt. 

33. Verwendung von porosen Partikel nach einem der 
Anspriiche 1 bis 16 zurMembranpermeationsmessung. 50 

34. Kit zur Messung der Membran permeation von 
Substanzen, enthaltend Komponenten zur Herstellung 
von porosen Partikeln nach einem Verfahren gemaB ei- 
nem der Anspriiche 17 bis 29. 

35. Kit. zur Untersuchung von Membranelementen, 55 
insbesondere von Proteinen, enthaltend Komponenten 
zur Herstellung von porosen Partikeln nach einem Ver- 
fahren gemaB einem der Anspriiche 17 bis 29. 
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